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Resumo

Espiroquetas patogénicas do género Leptospira sdo bactérias causadoras da
leptospirose, uma zoonose emergente responsavel por mais que 500 mil casos ao
ano em humanos. Esforcos para o desenvolvimento de vacinas recombinantes
contra leptospirose tem focado em proteinas de membrana externa (outer
membrane proteins. OMPs) conservadas entre os mais de 250 sorovares de
Leptospira. Essas proteinas s@o alvos em potencial por serem passiveis de
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. A proteina OmpL37 é
reconhecida por soro convalescente humano e animal e possui propriedade de
ligacdo aos componentes da matriz extracelular, podendo desempenhar um papel
importante na patogénese da doenca. Neste trabalho, clonamos o gene ompL37 no
vetor pAE para obtencdo de uma vacina de subunidade, e no vetor pTargeT para
obtengcdo de uma vacina de DNA. A proteina recombinante OmpL37 (rOmpL37) foi
caracterizada por Western blot (WB) com soro humano convalescente e anticorpo
anti-histidina. Posteriormente, esta proteina foi utilizada na imunizacdo de
camundongos para obtencdo de soro hiperimune anti-rOmpL37, o qual foi avaliado
por ELISA e WB. A funcionalidade da construcdo pTargeT/ompL37 foi avaliada
através da transfeccdo de células CHO-K1, seguida de imunofluorescéncia com o
soro hiperimune anti-rOmpL37 produzido. Ambas as construcdes foram funcionais e
capazes de expressar a proteina em células procarioticas ou eucariéticas. A proteina
rOmpL37 mostrou-se antigénica e imunogénica, tornando promissora sua utilizacao

como vacina contra leptospirose.
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Abstract

Pathogenic spirochetes from the genus Leptospira are the bacteria that cause
leptospirosis, an emerging zoonosis responsible for over 500,000 human cases each
year. Efforts to develop recombinant vaccines against leptospirosis have focused on
the outer membrane proteins (OMPSs) that are conserved among more than 250
Leptospira serovars. These proteins represent potential targets for immune-mediated
host defense mechanisms. The protein OmpL37 is recognized by convalescent
human and animal sera, binds to extracellular matrix components, and probably
plays an important role in the pathogenesis of leptospirosis. The ompL37 gene was
cloned into pAE and pTargeT vectors, to obtain a subunit and a DNA vaccine,
respectively. The recombinant protein OmpL37 (rOmpL37) was characterized by
Western blot (WB) with human convalescent sera and anti-histidine and then used to
immunize mice to obtain hyperimmune serum anti-rOmpL37, which was evaluated by
ELISA and WB. The construct pTargeT/ompL37 was evaluated by transfection of
CHO-K1 cells and analyzed by immunofluorescence with anti-rOmpL37
hyperimmune serum. Both constructs were functional, and were able to express
OmpL37 in prokaryotic or eukaryotic cells. The rOmpL37 was antigenic and

immunogenic, making it a promising vaccine candidate against leptospirosis.

Keywords: leptospirosis, OmpL37, subunit vaccine, DNA vaccine.
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1. Introducéao

A leptospirose € uma doenca infecciosa de importancia global causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira, que afeta humanos e animais
domeésticos e silvestres (BHARTI, et al., 2003; VIJAYACHARI, et al., 2008). Estima-
se a ocorréncia de cerca de 500.000 casos de leptospirose por ano em todo o
mundo (WHO, 2003) e, em 5 a 15% das infec¢fes clinicas, a doenga progride para
quadros graves, caracterizados por faléncia renal, ictericia e hemorragia pulmonar,
podendo atingir até 70% de mortalidade (LEVETT, 2001; KO, et al., 2009). A
infeccdo € contraida por contato direto ou indireto com urina de animais portadores
(principalmente roedores), via solo, 4gua ou alimentos contaminados e, geralmente,
esta relacionada com a falta de saneamento basico, superpopulacdo, atividades
recreativas e ocupacionais (PLANK; DEAN, 2000; EVANGELISTA; COBURN, 2010).

Até o0 momento ja foram descritas 20 espécies de Leptospira e mais de 260
sorovares patogénicos, sendo o lipopolissacarideo (LPS) um fator determinante para
esta diversidade antigénica e sorologica (VIJAYACHARI, et al., 2008). As vacinas
comercialmente disponiveis sdo bacterinas, que geram resposta protetora apenas
contra 0s sorovares que constituem a vacina, ou seja, ndo fornecem uma protecao
de amplo espectro contra a leptospirose. Além disso, essas vacinas geram uma
imunidade de curta duracdo, requerendo reforcos semestrais ou anuais, e
apresentam uma alta reatogenicidade, sendo permitido o uso em humanos apenas
em poucos paises, como China, Cuba, Japdo e Franca (FAINE, et al.,, 1999;
DELLAGOSTIN, et al., 2011).

Estudos para o desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro tem sido
amparados por ferramentas de gendmica, protedbmica e bioinforméatica disponiveis, e
focam, principalmente, em fatores de viruléncia e de motilidade da Leptospira spp.,
LPS e OMPs (NASCIMENTO, et al.,, 2004; WANG, et al., 2007; ADLER; DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010). Assim, novas estratégias para a obtencéo e producao
de antigenos, bem como diferentes formas de apresentacdo desses antigenos ao

sistema imune tem sido exploradas.

Vacinas de subunidade e de DNA s&o tipos de vacinas recombinantes e
possiveis alternativas para o controle da leptospirose. As vacinas de subunidade sao

licenciadas pelos 6rgdos de regulamentacdo competentes e tem o potencial de



13

conferir protecdo sem o risco de causar a doencga, enquanto que vacinas de DNA
além de também possuirem essa vantagem, sdo de facil obtencdo e manuseio,
baixo custo e podem induzir tanto resposta imune humoral quanto celular, uma vez
gue o antigeno recombinante € expresso na propria célula eucariética (WANG, et al.,
2007). Diversos antigenos leptospirais, até entdo considerados 0s mais promissores
para compor uma vacina (LipL32, LipL41, LigA, LigB e Loa22), j& foram testados
através de diferentes estratégias e com diferentes adjuvantes, porém nenhum
destes antigenos conferiu protecao total, estatisticamente significativa e esterilizante
(DELLAGOSTIN, et al., 2011).

L. interrogans, espécie responsavel pelo maior numero de casos de
leptospirose humana, possui 627 genes Unicos — ndo compartilhados com outras
espécies — e desses, cerca de 80% codificam para proteinas hipotéticas (ADLER,;
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Esses dados demonstram que Leptospira spp.
possui fatores de viruléncia Unicos, que determinam mecanismos de patogenicidade
ndo conhecidos em outras bactérias (NASCIMENTO, et al., 2004; ADLER, et al.,
2011). A caracterizacdo in vitro e in vivo de algumas dessas proteinas pode

representar a identificacdo de potenciais alvos vacinais.

A proteina OmpL37 € conservada entre diversos sorovares patogénicos de
Leptospira spp., é reconhecida pelo soro de pacientes na fase convalescente e
possui propriedades de ligagdo a componentes da matriz extracelular do hospedeiro,
como fibronectina, fibrinogénio, laminina e elastina (PINNE, et al., 2010). Até entao,
havia sido descrito que apenas os dominios repetitivos conservados das proteinas
LigB e LigA (LigBrep) apresentavam capacidade de ligacdo a elastina (LIN, et al.,
2009). Isso sugere a participagcdo de OmpL37 na patogénese da leptospirose,
especialmente no que se refere a adesdo aos tecidos ricos em elastina, como
paredes de vasos sanguineos e pulmonares, podendo ter forte envolvimento com as

complicacBes hemorragicas da doenca (DOLHNIKOFF, et al., 2007).

Neste trabalho, nds clonamos o gene ompL37 em dois vetores, sendo um
para expressao em procarioto (pAE) e outro para expressdo em células mamiferas
(pTargeT). Dessa forma, pretendemos obter uma vacina de subunidade
recombinante e uma vacina de DNA, utilizando o antigeno OmpL37, que serdo

futuramente testadas quanto ao seu potencial imunoprotetor em modelo animal.
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2. Reviséo de literatura
2.1 Microbiologia e gendmica

Leptospiras sdo bactérias pertencentes ao género Leptospira, familia
Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (BHARTI, et al., 2003). O género Leptospira
compreende 20 espécies, sendo 13 patogénicas, classificadas em mais de 260
sorovares (KO, et al., 2009). Essa classificacdo sorolégica é determinada,
principalmente, pela diversidade antigénica do lipopolissacarideo (LPS) presente em
sua membrana externa. Sorovares contendo determinantes antigénicos relacionados
sao agrupados no mesmo sorogrupo (LEVETT, 2001; BHARTI, et al., 2003).

O genoma compreende dois cromossomos, Cl e ClI, com 4,3 Mb e 350 kb,
respectivamente. A saprofita L. biflexa possui, ainda, um terceiro replicon, p74, que
parece conter genes indispensaveis a sua sobrevivéncia. Nao ha& descricdo de
plasmideos ou mecanismos de transferéncia génica (ZUERNER, et al.,, 1993;
NASCIMENTO, et al., 2004; MCBRIDE, et al., 2005; PICARDEAU, et al., 2008).

A comparacdo gendmica de duas espécies patogénicas e uma saprofita
identificou a presenca de 2.052 genes compartilhados, identificando o core do
genoma leptospiral. Mais de 50% dos genes de Leptospira spp. sao de funcéo
desconhecida, sugerindo a presenca de fatores de viruléncia e mecanismos de
patogenicidade unicos (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Existem poucas ferramentas genéticas disponiveis para mutagénese em
leptospiras, principalmente nas cepas patogénicas. Entretanto, diversos mutantes ja
foram obtidos através de mutagénese randémica (BOURHY, et al., 2005; RISTOW,
et al.,, 2007; MURRAY, et al., 2009; MURRAY, et al., 2009; MURRAY, et al., 2009;
MURRAY, et al., 2010; LAMBERT, et al.,, 2012), recombinacdo homologa sitio-
dirigida (PICARDEAU, et al., 2001; CRODA, et al., 2008) e utilizacdo do vetor shuttle
E. coli-L. biflexa (GIRONS, et al., 2000; FIGUEIRA, et al., 2011).

A elevada motilidade dessas bactérias, assim como em outras espiroguetas,
€ decorrente da atividade de dois flagelos periplasmaticos, que se estendem no
espaco entre a membrana interna e a membrana externa (KO, et al., 2009). Cada
flagelo estd ancorado numa extremidade, sendo responsaveis pelo formato de
gancho unico das leptospiras (CHARON; GOLDSTEIN, 2002; LAMBERT, et al.,
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2012; RADDI, et al., 2012). Seu formato helicoidal, por outro lado, ndo esti
relacionado com a estrutura flagelar (PICARDEAU, et al., 2001).

As leptospiras sdo aerObias obrigatorias, com temperatura Otima de
crescimento de 30 °C e medem cerca de 6-25 um de comprimento e
aproximadamente 0,2 pum de diametro, sendo sensiveis aos antibidticos beta-
lactamicos e tetraciclinas (BHARTI, et al., 2003; EVANGELISTA; COBURN, 2010). O
meio de cultura utilizado para o seu crescimento, Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) é baseado em acido oleico, albumina sérica bovina e
polisorbato 80, geralmente suplementado com soro de coelho ou suplementos
comerciais (LEVETT, 2001). Por outro lado, algumas cepas de Leptospira spp. séo
capazes de sobreviver em ambientes com baixa concentracdo de nutrientes, o que
tem sido atribuido a capacidade de formacé&o de biofilme e a interacdo com bactérias
ambientais (RISTOW, et al., 2008; BARRAGAN, et al., 2011).

A estrutura de dupla membrana agrega caracteristicas de bactérias Gram-
negativas, porém com a camada de peptideoglicano ancorada a membrana interna,
tipico de bactérias Gram-positivas (VIJAYACHARI, et al.,, 2008). A membrana
externa apresenta LPS e diversas lipoproteinas, as quais tem sido consideradas
potenciais alvos vacinais (HAAKE; MATSUNAGA, 2010; DELLAGOSTIN, et al.,
2011).

Através de técnicas sofisticadas de protedmica, Malmstrom et al. (2009)
determinaram o numero de cépias de proteinas por célula, demonstrando que as
lipoproteinas sdo as proteinas mais abundantes na célula leptospiral. A relacao das
lipoproteinas em maior quantidade na célula s&o: LipL32 > Loa22 > LipL4l
(MALMSTROM, et al., 2009). Diversas outras OMPs ja foram identificadas, como:
OmplLl1, LipL45, LipL21, LipL48, OmpL37 e proteinas Ligs (leptospiral
immunoglobulin-like) (CULLEN, et al., 2004; CULLEN, et al., 2005).

2.2 Ciclo de transmisséo e epidemiologia

O ciclo de transmissdo da leptospirose envolve um animal reservatério do
patogeno, uma fonte de infeccdo e um hospedeiro suscetivel, podendo este ser

humano, caracterizando, portanto, uma zoonose. Roedores sao portadores
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assintomaticos da doenca e também os principais carreadores da espiroqueta,
porém, esse carater de portador cronico ja foi reportado em quase todos o0s
mamiferos. O humano, entretanto, ndo € importante na transmisséo da leptospirose
(ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras sdo albergadas nos tubulos renais proximais dos animais
carreadores, domésticos ou silvestres, e excretadas na urina, contaminando solo,
agua e alimentos. A infec¢do € contraida via mucosas ou abrasdes na pele, através
do contato direto com a urina/material biolégico do animal infectado ou indireto,

através do contato com o ambiente contaminado (HARTSKEERL, et al., 2011).

Estima-se a ocorréncia de aproximadamente 500 mil novos casos de
leptospirose ao ano (WHO, 2003). Porém, acredita-se que esse numero €
subestimado em funcao da precariedade da vigilancia sanitaria em alguns paises, do
dificil diagnostico e dos sintomas pouco especificos na fase inicial da doenca
(HOTEZ, et al., 2008; ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Em paises desenvolvidos, a ocorréncia da doenca esta associada a
atividades ocupacionais, tais como medicina veterinaria, mineracdo e pecuaria; e
recreativas, como esportes aquaticos. Ja nos paises em desenvolvimento, a
leptospirose € relacionada com as condi¢des precéarias de higiene, com a falta de
saneamento basico e com o superpovoamento (REIS, et al., 2008). Em regides de
clima tropical ou subtropical, a incidéncia de leptospirose € maior, com ocorréncia de
surtos, principalmente em periodos de chuva e enchentes, ja que essas condi¢des
favorecem a disseminacdo das leptospiras e provocam uma maior exposicdo a
bactéria (VINETZ, 2001; BHARTI, et al., 2003).

2.3 Mecanismos de patogénese

Na fase inicial da doenca, apds a entrada das leptospiras no hospedeiro,
essas bactérias multiplicam-se rapidamente no sangue (leptospiremia) e migram
pelos tecidos até atingirem Grgaos-alvo, como rins, pulmdes e figado. Apesar de ndo
serem microrganismos intracelulares, sdo capazes de atravessar e residir
transientemente no interior de células, como demonstrado in vitro, o que parece ser

importante para evasdo do sistema imune e rapida colonizacdo de orgados do
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hospedeiro (BAROCCHI, et al.,, 2002; KO, et al., 2009). Proteinas de membrana
externa com afinidade por componentes da matriz extracelular do hospedeiro
também sdo importantes na invasao e na disseminacdo da bactéria no organismo
(CULLEN, et al., 2005; HAAKE; MATSUNAGA, 2010).

Um mecanismo fundamental para a patogénese da doenca é a motilidade. A
capacidade de deslocamento em meios altamente viscosos e a localizagao interna
do flagelo periplasmatico, que além de permitir a protecao contra variacbes extremas
de condi¢cbes externas, como pH e concentracbes de sal, também previne a
imobilizacdo da bactéria via anticorpos anti-flagelares, s&o caracteristicas
evolutivamente vantajosas para a espiroqueta (GOLDSTEIN; CHARON, 1988;
CHARON; GOLDSTEIN, 2002). Estudos de mutagénese mostraram que as
proteinas FlaA e FliY que compdem o flagelo sdo essenciais para a viruléncia das
leptospiras, e FlaB, essencial para motilidade (PICARDEAU, et al., 2001; LIAO, et
al., 2009; LAMBERT, et al., 2012).

Alguns outros mutantes construidos também resultaram em atenuacédo da
viruléncia, ou seja, sem capacidade de causar doengca em modelo animal suscetivel.
Os fatores de viruléncia ja identificados em Leptospira spp. sdo Loa22 (RISTOW, et
al., 2007), HemO (MURRAY, et al., 2009), LPS (MURRAY, et al., 2010), FlaA
(LAMBERT, et al., 2012) e FliY (LIAO, et al., 2009), indicando a participacdo dos

mesmos na patogénese da Leptospira spp.

Leptospiras patogénicas sdo capazes de escapar dos mecanismos imunes
de defesa do hospedeiro, principalmente no que se refere as estratégias de
migracdo para sitios imunoprivilegiados, como rins e olhos, e evasdo do sistema
complemento (FRAGA, et al., 2011). A resisténcia ao soro ocorre em funcédo da
habilidade de ligar reguladores negativos da via alternativa e das vias classica e
lectina, como fator H (FH) e proteina ligadora de C4b (C4BP), respectivamente
(MERI, et al., 2005; BARBOSA, et al., 2009; CASTIBLANCO-VALENCIA, et al.,
2012). A interacdo desses reguladores com as proteinas Ligs de Leptospira spp. ja
foi demonstrada, indicando outra importante funcdo dessas proteinas
(CASTIBLANCO-VALENCIA, et al., 2012).



18

2.4 Manifestacgdes clinicas

A apresentacdo clinica da leptospirose € bifasica, com uma fase aguda
caracterizada por septicemia na primeira semana da infec¢do, seguida de uma fase
imune, marcada pela disseminacdo das bactérias para 6rgdos-alvo, producdo de
anticorpos e excrecao de leptospiras na urina (KO, et al., 2009). Os sintomas podem
variar de uma forma leve ou anictérica até uma forma grave ou ictérica com
complica¢Bes multissistémicas, dependendo de vérios fatores como: dose infectante,
imunidade do hospedeiro e o sorovar em questao (LEVETT, 2001).

Inicialmente, os sintomas sdo pouco especificos, como febre, mialgia e
dores de cabeca, podendo ser facilmente confundidos com outras doencas, tais
como gripe, dengue e febre amarela. Somado a isso, sdo poucos os laboratorios
aptos a identificar a doenca utilizando a técnica padrdo de diagnéstico, o teste de
microaglutinagdo (MAT). Dessa forma, o niumero de casos é subestimado e a
doenca acaba sendo negligenciada (WHO, 2003; HOTEZ, et al., 2008).

A forma ictérica da leptospirose ocorre em 5-10% dos casos e pode ser
dividida em 3 categorias: sindrome de Weil, caracterizada por ictericia, uveite,
faléncia renal, hemorragia e miocardite; meningite/meningoencefalite; e sindrome
hemorragica pulmonar associada a leptospirose, com faléncia respiratéria. A taxa de
mortalidade das formas graves da doenca pode ultrapassar 50% (MCBRIDE, et al.,
2005; RICALDI; VINETZ, 2006; GOUVEIA, et al., 2008).

Em animais, a leptospirose pode resultar em distlrbios reprodutivos
(retencdo de placenta, abortos e natimortos), alteracées congénitas, ou infeccdes
inaparentes capazes de leva-los a subfertilidade, causando perdas produtivas e
reprodutivas no animal (LILENBAUM; DOS SANTOS, 1995). Sendo assim, a
indUstria agropecuaria sofre grande impacto econdémico, com prejuizos para 0S
produtores e, consequentemente, para a economia dos paises em questdo. Existem
sorovares adaptados a algumas espécies de animais acometidos, como Canicola
em caes, Bratislava em equinos e suinos e Hardjo em bovinos, porém, essas
associacfes ndo sao obrigatérias e definitivas, e as bases moleculares que as
determinam ainda ndo sédo bem entendidas (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,

2010).
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2.5 Imunidade e vacinas

As leptospiras s&o inicialmente detectadas pelo sistema imune do
hospedeiro através dos padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS),
principalmente o LPS (MOGENSEN, 2009; FRAGA, et al., 2011). O LPS leptospiral
ativa macréfagos humanos via receptor Toll-like 2 (TLR2), diferentemente do LPS de
Gram-negativas que atua a nivel de TLR4 (WERTS, et al., 2001).

A ativacdo do sistema complemento representa um dos principais
mecanismos de defesa do sistema imune inato para o reconhecimento e eliminagao
das leptospiras do organismo, 0 que pode ser evidenciado pela morte, em poucos
minutos, de L. biflexa na presenga de soro humano normal (MERI, et al., 2005). O
papel da resposta imune adquirida, humoral e celular, na leptospirose esta
relacionado com a producdo de anticorpos aglutinantes e opsonizantes, com o
recrutamento de células do sistema imune, através da producdo de citocinas
inflamatorias e, possivelmente, com a protecdo contra uma reinfeccdo (GANOZA, et
al., 2010; FRAGA, et al., 2011).

Alguns quadros clinicos, como uveite e hemorragia pulmonar, ocorrem, em
parte, por complicagdes autoimunes devido a grande inflamacéo local. Anticorpos
contra as proteinas LruA e LruB de Leptospira spp. também reconhecem proteinas
dos olhos de equinos, reforcando a hipétese de autoimunidade (VERMA, et al.,
2010).

A maior parte dos anticorpos produzidos durante a infeccédo € contra o LPS
(ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Imunizacdes com o LPS, seja ativa ou
passivamente (anticorpos anti-LPS), sdo protetoras contra a doenca (JOST, et al.,
1986; MIDWINTER, et al., 1990; SRIKRAM, et al., 2011). A resposta imune celular
ainda é pouco entendida, mas esta envolvida na protecdo contra leptospirose em
bovinos, com proliferacdo de linfocitos T af e yd e producdo de interferon-y
(NAIMAN, et al., 2001; NAIMAN, et al., 2002).

As vacinas atualmente disponiveis induzem uma resposta imune humoral
predominantemente contra o LPS, sem gerar resposta dependente de células T,

sendo necessarios refor¢cos anuais. Além disso, fornecem protecédo apenas contra 0os
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sorovares que compdem a vacina e sdo altamente reatogénicas em humanos
(FAINE, et al., 1999; DELLAGOSTIN, et al., 2011).

Devido a essas limitacdes, diversos estudos tem focado no desenvolvimento
de vacinas recombinantes contra leptospirose. As proteinas LipL41 e OmpLl
demonstraram protecdo parcial quando co-administradas em hamsters (HAAKE, et
al., 1999). A lipoproteina de membrana externa LipL32, a proteina mais abundante
na bactéria, j& foi apresentada ao sistema imune via adenovirus (BRANGER, et al.,
2001) e BCG recombinante (SEIXAS, et al., 2007), e na forma de vacina de DNA
(BRANGER, et al.,, 2005) e vacina de subunidade (SEIXAS, et al., 2007,
GRASSMANN, et al.,, 2012), porém todas as estratégias apresentaram baixa
eficacia. O potencial imunoprotetor de formula¢des vacinais com as proteinas Ligs
combinadas a diferentes adjuvantes também ja foi avaliado, apresentando os

resultados mais promissores encontrados até entdo (DELLAGOSTIN, et al., 2011).

A proteina LigA conferiu protecdo esterilizante quando fusionada a
glutationa-S-transferase e administrada com hidroxido de aluminio, porém esta néo
foi significativa (PALANIAPPAN, et al., 2006). A por¢cdo C-terminal desta proteina
(LigAni) protegeu 67-100% dos hamsters de desafio letal com Leptospira
interrogans, utilizando adjuvante de Freund, porém ndo conferiu imunidade
esterilizante (SILVA, et al., 2007). Como vacina de DNA, este antigeno também foi

protetor, mas novamente sem significancia estatistica. (FAISAL, et al., 2008).

A estratégia prime-boost, baseada em imunizacbes de DNA e proteina,
também ja foi descrita em estudos vacinais contra leptospirose com as proteinas
LipL32, LipL41 e OmpL1 fusionadas (FENG, et al., 2009). A dose reforco (boost) de
proteina parece aumentar e fortalecer a imunogenicidade previamente induzida pela

vacina de DNA.

2.6 Controle, diagndstico e tratamento

O controle da leptospirose consiste basicamente em interromper a
transmissdo através da identificacdo da fonte e melhorar as condi¢des de higiene da
populacdo, bem como em vacinar as espécies acometidas pela doenca. A primeira

medida é extremamente dificil de ser implementada tendo em vista o grande namero
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de animais reservatorios da bactéria e a extensa populacdo de roedores,
principalmente em paises em desenvolvimento de regifes tropicais ou subtropicais,
onde as condi¢cdes basicas de higiene e saneamento sdo precarias e 0 clima
favorece a ocorréncia de surtos (LEVETT, 2001; WHO, 2003).

Como alternativa para o controle da doenca, tem-se as bacterinas, vacinas
atualmente disponiveis contra leptospirose. Porém, estas vacinas sdo sorovares-
especificas, sendo necessarios estudos epidemiolégicos continuos para que se
tenha conhecimento dos sorovares prevalentes numa determinada regido e assim
inclui-los da preparacdo da vacina. Além disso, esse tipo de vacina néo é indicado
para humanos em razdo da sua elevada reatogenicidade, justificando o estudo para
o desenvolvimento de novas vacinas visando o controle desta zoonose (FAINE, et
al., 1999; DELLAGOSTIN, et al., 2011).

O diagnéstico clinico da doenca € dificultado pelas variadas e inespecificas
formas de apresentacdo dos sintomas. O MAT é considerado padrdo-ouro para
diagnosticar a leptospirose. Contudo, este teste possui algumas desvantagens,
como por exemplo, a necessidade de amostras de soro pareadas a fim de
demonstrar a soroconversao no decorrer da doencga, bem como de uma bateria de
sorovares de referéncia a serem usados nas reac¢des de aglutinacdo (WHO, 2003;
MCBRIDE, et al., 2005).

Outras técnicas utilizadas no diagnostico laboratorial da leptospirose
incluem: microscopia de campo escuro, imunofluorescéncia, ELISA, cultura e PCR.
Porém, estes métodos também apresentam uma série de problemas, como baixa
sensibilidade, visualizacdo das leptospiras apenas no estagio inicial da doenca,
muito tempo para realizacdo e obtencao do resultado e ineficiéncia em detectar o
sorovar infectante (AHMAD, et al., 2005; MCBRIDE, et al., 2005). Alguns antigenos
recombinantes de Leptospira spp. ja foram avaliados quanto sua utilidade no
sorodiagnostico da leptospirose (FLANNERY, et al., 2001).

O tratamento se d& através da administragdo de antibidticos. Casos graves
da doenca sao tratados com penicilina intravenosa, enquanto que manifestacoes
clinicas mais leves podem ser tratadas com antibidticos orais como amoxicilina,

ampicilina, doxiciclina ou eritromicina. Leptospiras sado sensiveis a um grande
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espectro de antimicrobianos in vitro, porém, poucos tem sido avaliados em triagens
clinicas in vivo (BHARTI, et al., 2003; WHO, 2003).

2.7 OmpL37

OmpL37 é uma proteina de membrana externa de 37 kDa conservada entre
diferentes sorovares patogénicos da bactéria. Por ser reconhecida pelo soro de
humanos e animais infectados, demonstra ser antigénica e de facil acesso ao
sistema imune. Além disso, alguns ensaios in vitro avaliaram sua capacidade de
ligagdo aos componentes da matriz extracelular do hospedeiro, demonstrando
afinidade ao fibrinogénio, fibronectina e elastina (PINNE; HAAKE, 2009; PINNE, et
al., 2010).

Recentemente, foi mostrado que OmpL37 é expressa em maior quantidade
in vivo do que in vitro, em modelo de hamster e camundongo (MATSUI, et al., 2012).
Essas caracteristicas sdo desejaveis em um antigeno vacinal protetor contra
leptospirose, e ja mostraram ser importantes em diversos estudos com outras
proteinas que compartilham essas propriedades, como LipL32, LipL41, LigAni, LigB
(HAAKE, et al., 1999; BRANGER, et al., 2001; BRANGER, et al., 2005; SEIXAS, et
al., 2007; SILVA, et al., 2007).
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3. Objetivo
3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi obter e caracterizar um antigeno vacinal
com potencial de conferir protecdo de amplo espectro contra leptospirose, visando
sua utilizacdo como vacina tanto na forma de subunidade quanto na forma de DNA.

3.2 Objetivos especificos
- Clonar o gene ompL37 no vetor pAE e no vetor pTargeT;

- Produzir a proteina recombinante rOmpL37 em Escherichia coli e caracteriza-la

através de Western blot;

- Produzir soro hiperimune contra rOmpL37 e caracterizi-lo através de ELISA e
Western blot;

- Transfectar células mamiferas com o vetor pTargeT/ompL37 construida e

caracteriza-la através de imunofluorescéncia e Western blot;

- Avaliar a conservacdo do gene ompL37 em diferentes espécies e sorovares de

Leptospira patogénica.
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4. Metodologia
4.1 Cepas e condig¢des de cultivo

L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi crescida em
meio EMJH (Difco) enriguecido com 10% de suplemento comercial (Difco) a 30 °C.
Foram realizados repiques semanais, acompanhados de contagem das células
bacterianas em camara de Petroff-Hausser, sendo que 10® células foram utilizadas
para extracdo de DNA gendmico, com o kit comercial Illustra bacteria genomicPrep
Mini Spin Kit (GE Healthcare), para utilizacdo como DNA molde na Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). As cepas utilizadas para clonagem e expresséo foram
E. coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen) e E. coli TOP10 (Invitrogen). Estas cepas foram
cultivadas a 37 °C em meio Luria-Bertani (LB) (1% triptona, 0,5% extrato de
levedura, 0,5% NacCl e 1,5% agar) sob agitacdo de 200 rpm ou acrescido de 1,5% de
agar e, quando necessério, suplementado com 100 pg.mL™ de ampicilina.

4.2 Desenho dos primers e amplificagdo do gene ompL37 por PCR

Os primers para a amplificacdo do gene ompL37 foram desenhados a partir
de sequéncias depositadas no GenBank, com o auxilio do software VectorNTI 11

(Invitrogen). Para clonagem do gene ompL37 no vetor de expressao pAE, foram

utilizados 0s seguintes primers: For_pA_ompL37: 5
AAGGATCCGATCAGATCAACTTAG 3 e Rev_ompL37: 5
TGGGTACCTTAATTTTGTGTTTTTG 3'. Para clonar o mesmo gene no vetor de

expressdo em células mamiferas, pTargeT, foi utilizado o mesmo primer reverso
descrito anteriormente e o0 seguinte primer forward: For_pT_ompL37: &
ACCATGGGAGATCAGATCAACTTAG 3. Os primers For_ pA ompL37 e
Rev_ompL37 possuem sitio para as enzimas de restricio BamHI e Kpnl,
respectivamente, enquanto que ao primer For_pT_omplL37 foi adicionada a
sequéncia de Kozak, que tem papel na iniciagdo da tradugdo em eucariotos

(nucleotideos destacados em sublinhado).

A sequéncia codificadora do gene ompL37 foi amplificada pela técnica de
PCR utilizando a enzima Taq DNA Polimerase (kit GoTag Coloress Master Mix -

ProMega), num volume final de 25 pl de reacdo. As reacbes de PCR foram
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realizadas usando 35 ciclos de desnaturacdo (95 °C), anelamento (52 °C) e
extensdo (72 °C). Os produtos da reacdo de PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1% e purificados da solu¢cdo usando GFX PCR and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare).

4.3 Andlise da presenca do gene ompL37 em Leptospira spp.

A presenca de ompL37 entre Leptospira spp. foi analisada através de PCR
usando como molde o DNA gendmico de 18 sorovares: L. interrogans sorovares
Pomona, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae, Bratislava,
Djasiman, Hebdomadis e Muenchen; L. borgpetersenii sorovares Ballum,
Castellonis, Mini, Poi, Sejroe e Javanica; L. kirshneri sorovares Grippotyphosa e
Cynopteri e L. santarosai sorogrupo Pomona. Os primers e parametros utilizados
foram os mesmos descritos anteriormente para amplificacéo inicial do gene ompL37.
A integridade do DNA genbmico foi avaliada através da amplificacdo do gene 16S

rDNA. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%.

4.4 Clonagem de ompL37 nos vetores pAE e pTARGET

O produto de PCR e o vetor de expressdo em E. coli pAE foram digeridos
com as enzimas de restricdo BamHI e Kpnl, a 37 °C durante 2 h. A eficiéncia dessas
reacoes foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose 1%. O produto de
cada digestdo foi purificado com GFX PCR and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare). A reacao de ligacdo do inserto ao vetor pAE foi realizada com a enzima
T4 DNA ligase (Invitrogen) a 4 °C, overnight. O fragmento amplificado por PCR
também foi clonado no vetor pTargeT (pTargeT Mammalian Expression Vector
System_Promega), segundo instru¢des do fabricante. O produto das reacdes de

ligagéo foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1%.
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4.5 Transformacéo de E. coli por eletroporacao

Foram utilizados 80 pL de células eletrocompetentes de E. coli TOP10 e 1
pL dos produtos das reacdes de ligacdo para o processo de transformagéo, o qual
foi realizado por eletroporacdo (25 UF de capacitancia, 200 ohms de resisténcia e
2.5 kV). Apés a transformacéo, as células foram cultivadas em placa de LB sélido

suplementado com 100 pug.mL™ de ampicilina.

4.6 Selecao e confirmacao dos clones recombinantes

Foram selecionadas colénias bacterianas isoladas que cresceram em LB
sélido, submetendo-as a um processo de triagem por extracao rapida de DNA com
fenol-cloroférmio, pelo método microprep (JOUGLARD, 2002). Os clones
caracterizados como possiveis recombinantes nesta triagem, foram cultivados em
meio LB suplementado com 100 pg.mL™ de ampicilina. A partir deste cultivo, foi
realizada uma extracdo de DNA plasmideal com o kit comercial GFX Micro Plasmid
Prep Kit (GE Healthcare).

O DNA resultante desta extracdo foi submetido a digestdo com enzima de
restricdo e/ou a técnica de PCR, utilizando os mesmos parametros descritos

anteriormente, para confirmar a presenca do inserto.

4.7 Extragcao dos vetores recombinantes

Os clones recombinantes para o plasmideo pAE/ompL37 foram cultivados
em meio LB suplementado com 100 pg.mL™ de ampicilina. A partir deste cultivo, foi
realizada uma extracdo de DNA plasmideal com o kit comercial GFX Micro Plasmid
Prep Kit (GE Healthcare).

Ja o clone transformado com o plasmideo pTARGET/ompL37 foi cultivado
em 150 mL de LB suplementado com 100 pug.mL™* de ampicilina, para propagacao
do vetor e extracdo de plasmideo em larga escala com o kit GenElute HP Plasmid
Maxiprep (Sigma). O resultado das extragdes foi visualizado por eletroforese em gel

de agarose 1%. Os plasmideos extraidos foram quantificados por espectrofotometria
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utilizando absorbancia no comprimento de onda de 260 nm, e a pureza avaliada pela
razdo entre as absorbancias obtidas em 260 nm e 280 nm, sendo considerados

puros os plasmideos que apresentaram absorbancia = 1,8.

4.8 Expressdao heteréloga de rOmpL37

A cepa de expressao E. coli BL21 Star (DE3) foi transformada por choque
térmico com o vetor de expressdo pAE/ompL37. Um clone recombinante foi utilizado
para inocular 10 mL de LB contendo 100 pg.mL™ de ampicilina e cultivado overnight.
Esta cultura foi utilizada para inocular 500 mL de LB com 100 pg.mL™" de ampicilina,
que foi incubado a 37 °C até a fase log de crescimento (DOgoo entre 0,6 e 0,8),
guando entédo a expressao de rOmpL37 foi induzida com 1 mM de IPTG (isopropiltio-
B-D-galactosideo), durante 3 h. Apés este periodo, a cultura foi fracionada em tubos
de 250 mL, centrifugada a 6.000 x g por 15 min a 4° C, e os pellets foram

armazenados a — 20 °C.

4.9 Purificagdo de rOmpL37

Os pellets foram solubilizados e sonicados em tampéo contendo 100 mM de
Tris-base, 300 mM de Nacl, 8 M de ureia e 5 mM de Imidazol (pH 8,0). Apss
centrifugacéo a 10.000 x g por 30 min, 4 °C, o sobrenadante foi filtrado e a proteina
foi purificada através de cromatografia de afinidade em coluna de sefarose
carregada com niquel. As aliquotas de rOmpL37 foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% para visualizacdo da pureza da proteina
e, posteriormente, dialisadas a 4 °C contra tampé&o contendo 100 mM de Tris-base e
300 mM de Nacl em concentracbes decrescentes de ureia. Por fim, a proteina foi
dialisada contra tampao fosfato-salino (PBS) (pH 7,2) overnight a 4 °C e
armazenada a — 20 °C. A proteina foi quantificada pelo kit BCA Protein Assay

(PIERCE), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
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4.10 Caracterizagdo de rOmpL37 através de Western blot

A caracterizagdo da proteina recombinante foi realizada através de SDS-
PAGE 12% seguido de Western blot (WB) com anticorpo monoclonal (MAb) anti-
6xHis (Sigma) e com soro humano convalescente obtido de pacientes com
leptospirose, utilizando como controle positivo da reacdo a proteina recombinante
rLipL32 e como controle negativo albumina sérica bovina (BSA). As proteinas foram
eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham
Biosciences) durante 1,5 h & 150 V. As membranas foram bloqueadas com leite em
pé 5 %, overnight & 4 °C, seguido de 3 lavagens com PBS + 0,05% de Tween 20
(PBS-T).

Posteriormente, as membranas foram incubadas durante 1 h a temperatura
ambiente com MADb anti-6xHis numa diluicdo de 1:6000 ou com soro humano
convalescente numa diluicdo de 1:200. Apés 3 lavagens com PBS-T, foram
adicionados o0 anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma) na diluicdo de 1:6000 (contra MAb anti-6xHis) ou o anticorpo
anti-lgG humano conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:1000. ApGs 3 lavagens
com PBS-T, as reagdes foram reveladas com diaminobenzidina (DAB) e H,0.

4.11 Producéo de soro hiperimune anti-OmpL37

Dois camundongos isogénicos BALB/c fémeas foram inoculados
intraperitonealmente com rOmpL37. A dose administrada foi de 50 pug de proteina
recombinante, acrescido do volume correspondente de adjuvante de Freund
completo (dia 0) ou incompleto (dias 14, 21 e 28.). O intervalo entre as inoculacdes
foi de 14 dias para a 22 dose, e de 7 dias para as doses seguintes. Amostras de
sangue foram coletadas através de puncao do plexo venoso retro-ocular nos dias 0,
14, 21 e 28. O soro foi titulado através de ELISA indireto utilizando a proteina
rOmpL37 como antigeno, diluicdes seriadas do soro hiperimune e diluicdo 1:6000 do
conjugado anti-IgG de camundongo (Sigma). Este soro também foi caracterizado
através de WB, conforme descrito anteriormente, quanto a sua capacidade de
reconhecimento de rOmpL37. O WB foi conduzido com soro anti-rOmpL37 (1:100) e
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conjugado anti-igG de camundongo (Sigma) (1:6000), e revelado com
diaminobenzidina (DAB) e H,0,.

4.12 Ensaio de transfec¢cdo com pTargeT/ompL37

A expressao de pTargeT/ompL37 foi avaliada em cultivo in vitro de células
de origem mamifera. A linhagem celular CHO-K1 foi cultivada sobre laminulas de
microscopio inseridas em placas de cultivo de seis cavidades. ApOs atingir
confluéncia de 80%, as células foram transfectadas com 2 ug de pTargeT/ompL37
complexado ao reagente Nanofect (Qiagen), conforme instru¢cdes do fabricante.
Apoés 24 h de cultivo, as laminulas foram submetidas a imunofluorescéncia indireta
para visualizacdo da expressdo da proteina. Para isso, as células foram tratadas
com metanol por 5 min e incubadas por 1 h a 37 °C com soro hiperimune anti-
rOmpL37 (1:100), seguidos por reacdo com anticorpo secundario conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:200) por mais 1 h a 37 °C. O DNA das células
foi corado com Hoechst 33258. A leitura foi realizada em microscopio de
fluorescéncia em aumento de 400 vezes. Células tratadas apenas com o vetor

pTargeT foram utilizadas como controle negativo.
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5. Resultados
5.1 Amplificagcdo de ompL37 e clonagem nos vetores pAE e pTargeT

O gene ompL37 foi eficientemente amplificado por PCR, gerando um
fragmento de aproximadamente 957 pb (Fig. 1A). Apés digestdo do vetor pAE com
as enzimas BamHI e Kpnl (Fig. 1B), o gene foi clonado no vetor. O processo de
clonagem também foi realizado com o vetor pTargeT. Foram gerados os vetores

recombinantes pAE/ompL37 e pTargeT/ompL37 (Fig. 2).

O57Pb —p | e

A B

Figura 1. Clonagem do gene ompL37 nos vetores pAE e pTargeT. A: amplificagdo de ompL37 por
PCR. (1) Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen); (2) amplificacdo de ompL37
para clonagem no vetor pTargeT; (3) amplificacdo de ompL37 para clonagem no vetor pAE; (4)
controle negativo da PCR. B: digestao enzimatica do vetor pAE. (1) Marcador de peso molecular 1kb
plus DNA ladder (Invitrogen); (2) vetor pAE nao digerido; (3) vetor pAE digerido com as enzimas

BamHI e Kpnl.
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Figura 2. Mapa dos vetores de expresséo construidos no software VectorNTI11. A: pTargeT/ompL37. B:
pAE/ompL37.
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5.2 Caracterizagao e extracao dos vetores recombinantes

A técnica de microprep permitiu a identificacdo de alguns clones
recombinantes para ambos os vetores, através da visualizacdo em gel de agarose
de um padrédo de banda mais alta do que a do vetor (pAE ou pTargeT) sem inserto,
indicando a presenca de ompL37 nessas construgdes, sendo que esta foi

confirmada através da técnica de PCR (dados ndo mostrados).

A digestdo enzimatica também foi realizada com o objetivo de confirmar a
presenca do inserto, bem como, caracterizar a orientagcdo de insercao do gene
ompL37 no pTargeT. Dos possiveis clones recombinantes obtidos para
pTargeT/ompL37, trés tiveram o DNA plasmideal digerido com a enzima Psil.
Destes, dois apresentaram o padrdo de bandas indicando o inserto no sentido
horério, segundo o software Vector NTI 11, o que é necessario para a funcionalidade
do vetor, ou seja, para a expressao da proteina nas células mamiferas (Fig. 3A). A
digestdo de pAE/ompL37 com as enzimas BamHI e Kpnl resultou na liberagéo do

inserto no tamanho esperado (957pb), e na linearizacdo do vetor (Fig. 3B).

Figura 3. Caracterizacdo enzimética dos vetores recombinantes. A: digestdo enzimatica do vetor
pTargeT/ompL37 obtido de trés diferentes clones com a enzima de restricdo Pstl. (1) Marcador de
peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen); (2) clone 1 com inserto no sentido horario; (3) clone
2 com inserto no sentido horario; (4) clone 3 com inserto no sentido anti-horario. B: digestdo
enzimatica do vetor pAE/ompL37. (1) Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen);

(2) vetor pAE néo digerido; (3) vetor pAE/ompL37 digerido com as enzimas BamHI e Kpnl.

Os vetores recombinantes foram extraidos em quantidade satisfatéria, e
através de eletroforese em gel de agarose 1%, novamente foi possivel visualizar um
padrdo de banda mais alto para pAE/ompL37 e pTargeT/ompL37 quando
comparado aos plasmideos circulares, sem inserto (Fig. 4). A quantificagdo por
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espectrofotometria do vetor pTargeT/ompL37, extraido com o kit GenElute™ HP

Plasmid Maxiprep, permitiu determinar a concentracdo deste plasmideo em 420

ng.mi™.
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Figura 4. Extracéo dos vetores recombinantes. (1) Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder;
(2) vetor pAE circular; (3-8) diferentes eluicdes de pAE/ompL37 extraido com o kit GFX™ Micro
Plasmid Prep; (9) marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder; (10) vetor pTargeT circularizado;

(11-14) diferentes elui¢Bes de pTargeT/ompL37 extraido com o kit GenElute™ HP Plasmid Maxiprep.

5.3 Obtencéao da proteina recombinante rOmpL37

A proteina rOmpL37 foi expressa na forma insoltvel por E. coli BL21 Star™
(DE3) e apresentou o tamanho esperado, de 37 kDa (Fig. 5). O protocolo de
solubilizagdo da proteina em ureia foi eficiente e o rendimento obtido foi de 10,4
mg.L™". Apés purificacdo, a proteina foi dialisada contra tamp&do Tris-Nacl,

concentrada em polietilenoglicol (PEG) e estocada a — 20°C.
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Figura 5. Purificacdo de rOmpL37 através de cromatografia de afinidade em coluna de sefarose
carregada com niquel. (1) Marcador de massa molecular Full-Range Rainbow Molecular Weight

Marker (GE Healthcare); (2) rOmpL37 purificada com ureia.

5.4 Caracterizacdo de rOmpL37 por Western blot

A proteina rOmpL37 foi caracterizada mediante WB com soro humano
convalescente e anticorpo monoclonal (Mab) anti-6xHis. Em ambos os WB, a
proteina rOmpL37 foi reconhecida no tamanho esperado de 37 kDa, porém com
algum indicio de degradacao, facilmente visualizado no WB com o anticorpo anti-
6xHis (Fig. 6A). A proteina rLipL32 utilizada como controle positivo foi reconhecida
nas duas reacdes, enquanto que o controle negativo (BSA) nao foi reconhecido por
nenhum anticorpo. Estes resultados sugerem que a solubilizacdo de rOmpL37 e a
fusdo da mesma a cauda de histidina ndo alterou significativamente sua
conformacdo, permitindo seu reconhecimento por soro de humanos com

leptospirose na fase convalescente (Fig. 6B).
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Figura 6. Caracterizagdo de rOmpL37 através de Western blot. A: WB com anticorpo anti-6xHis. (1)
Marcador de massa molecular Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare); (2)
BSA usada como controle negativo; (3) rLipL32 (32 kDa) usada como controle positivo; (4) rOmpL37
(87 kDa). B: WB com soro humano convalescente. (1) Marcador de massa molecular Full-Range
Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare); (2) BSA usada como controle negativo; (3)
rLipL32 usada como controle positivo; (4) rOmpL37.

5.5 Caracterizagdo do soro hiperimune anti-OmpL37

O soro produzido contra rOmpL37 foi caracterizado através de ELISA,
apresentando titulo superior a 1:25.600. Os anticorpos também foram capazes de
reconhecer a proteina recombinante no WB, na altura de 37 kDa, porém, com algum
indicio de degradacao e de contaminacdo com outra proteinas (Fig. 7). Além disso, o
soro também reconheceu a proteina OmpL37 em sua forma nativa, em extrato de L.

interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 (dados ndo mostrados).

1 2
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Figura 7. Caracterizacdo do soro hiperimune anti-OmpL37 através de Western blot. (1) Marcador de
massa molecular Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare); (2) rOmpL37.
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5.6 Ensaio de transfeccao em linhagem de células CHO-K1

Os procedimentos para a transfeccdo da linhagem celular CHO-K1 com
pTargeT/ompL37 foram realizados com sucesso. Através de imunofluorescéncia
com o soro hiperimune anti-OmpL37, foi possivel confirmar a expressao da proteina
nas ceélulas mamiferas conforme o esperado (Fig. 8), indicando a funcionalidade
desta construcdo e possibilitando seu uso como vacina de DNA contra leptospirose.
As células transfectadas apenas com o vetor pTargeT nao apresentaram

fluorescéncia.

Figura 8. Imunofluorescéncia indireta em células CHO-K1 transfectadas com pTargeT/ompL37. A:
Células transfectadas com pTargeT/ompL37. B: Células transfectadas apenas com o vetor pTargeT.
As imagens superiores representam a fluorescéncia de FITC, enquanto as imagens inferiores
representam a fluorescéncia do Hoechst 33258.

5.7 Anélise da presenca de ompL37 em Leptospira spp.

Através da técnica de PCR, foi possivel detectar a presenca de ompL37 em
todos os 18 sorovares testados, no tamanho esperado, de 957 pb (Fig. 7A). A
amplificagdo do gene 16s rDNA confirmou a integridade do DNA utilizado na técnica
de PCR (Fig. 7B).
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Figura 9. Analise da presenca de ompL37 em Leptospira spp. A: amplificagdo do gene ompL37. B:
amplificag@o do gene 16s rDNA. (1) Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen).
(3) L. interrogans sorovares Pomona, (7) Canicola, (12) Icterohaemorrhagiae, (14) Autumnalis, (15)
Bataviae, (16) Bratislava, (17) Djasiman, (18) Hebdomadis e (19) Muenchen; (13) L. borgpetersenii
sorovares Ballum, (9) Castellonis, (10) Mini, (11) Poi, (5) Sejroe e (2) Javanica; (4) L. kirshneri
sorovares Grippotyphosa e (6) Cynopteri e (8) L. santarosai sorogrupo Pomona. (20) Controle positivo
da reacéo de PCR (lipL32).

6. Discussao

O desenvolvimento de novas vacinas contra leptospirose, seguras e capazes
de induzir prote¢do cruzada contra diferentes sorovares da bactéria, representando
uma alternativa as bacterinas existentes, ainda permanece um desafio (KO, et al.,
2009; ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Proteinas de membrana externa
com atividade de adesinas sdo antigenos promissores para compor uma vacina
eficaz e protetora, pois sédo facilmente reconhecidas pelo sistema imune e
desempenham um papel importante na patogénese desta doenca (CULLEN, et al.,
2004; HAAKE; MATSUNAGA, 2010). O presente estudo aborda a construgéo e a
caracterizagdo de duas vacinas recombinantes para serem utilizadas como vacina

de subunidade e vacina de DNA contra leptospirose, utilizando o antigeno OmpL37.

Estudos anteriores elucidaram a importancia da resposta imune celular, e

ndo apenas da humoral, no combate a infec¢cdo por Leptospira spp. patogénicas
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(NAIMAN, et al., 2002; ZUERNER, et al., 2011). Diferentes estratégias e formulacdes
vacinais tem sido estudadas buscando uma modulacdo imune adequada e protetora
(DELLAGOSTIN, et al., 2011). Vacinas de DNA permitem a expressao prolongada
do antigeno na propria célula eucaridtica, induzindo imunidade humoral e celular
(WANG, et al., 2007). Diversos antigenos leptospirais, como LigA, OmpL1, LipL32 e
LipL21 foram avaliados nesta forma, conferindo protecédo parcial contra a doenca.
Da mesma forma, estes antigenos ja foram testados como vacina de subunidade
recombinante, conjugados a diferentes adjuvantes ou veiculos de entrega, também
demonstrando potencial protetor parcial (DELLAGOSTIN, et al., 2011). A
combinacdo dessas duas estratégias de estimulacdo do sistema imune (prime-
boost) configura uma alternativa promissora para o controle da leptospirose (FENG,
et al., 2009).

O sistema de expressdo heterdloga adotado neste estudo foi eficiente,
resultando na obtencdo de rOmpL37 na forma insolivel e com um rendimento de
10,4 mg.L™, em concordancia com o que foi obtido para rLigAni (SILVA, et al., 2007)
e rLTB::LipL32 (GRASSMANN, et al., 2012). Por outro lado, Seixas et al (2007)
reportou a producéo de rLipL32 com um rendimento consideravelmente maior, de 40
mg.L™, o que pode ter ocorrido em funcdo da mesma ser expressa na forma solGvel,
ndo sendo necessarias as etapas de solubilizacdo que podem acarretar na perda da
proteina. Uma alternativa que poderia possibilitar a obtencdo de uma maior
quantidade de rOmpL37, bem como permitiria sua expressao na forma sollvel,
evitando erros conformacionais, seria a utilizacdo da levedura Pichia pastoris como
plataforma de expressdao, uma metodologia ja descrita com sucesso pelo nosso
grupo (HARTWIG, et al.,, 2010). A reacdo de rOmpL37 com soro humano
demonstrou que esta proteina manteve epitopos antigénicos presentes em sua
forma nativa, indicando que o processo de expressao e purificacdo provavelmente
nao alterou substancialmente sua conformacéo, e confirmando a expressao desta
proteina durante a infeccdo do hospedeiro (PINNE, et al.,, 2010; MATSUI, et al.,
2012).

O soro hiperimune foi capaz de reconhecer rOmpL37, tornando-0 um insumo
atil para caracterizacdo da vacina de DNA construida. Contudo, foi verificada a
presenca de bandas adicionais no WB, maiores que 37 kDa, até entdo nao

visualizadas com os anticorpos anti-6xHis e soro humano convalescente. Isto pode



38

ser consequéncia da presenca de proteinas de E. coli, em pequenas quantidades,
nas aliquotas da purificacdo de rOmpL37. Estas proteinas podem ter composto a
preparacdo utilizada na imunizacdo dos camundongos, resultando nas reacfes
positivas verificadas no WB, o que possivelmente reduz a especificidade dos

anticorpos presentes no soro produzido.

A linhagem de células CHO-K1 se mostrou adequada para o ensaio de
transfeccdo. A vacina de DNA construida foi funcional e a proteina OmpL37 foi
expressa nas células mamiferas, ndo apresentando nenhum sinal de citotoxicidade
visivel ao microscopio. A eficiéncia da transfeccdo, por outro lado, pode ser
otimizada através da utilizacdo de uma quantidade maior de DNA e de Nanofect,
bem como pelo aumento do tempo de incubacdo com o transfectante para 48h,
conforme descrito em outros trabalhos avaliando OmpL1 e LipL21 (MANEEWATCH,
et al., 2007; HE, et al.,, 2008). Além disso, pretendemos avaliar a expressdo da
proteina através de WB, utilizando o extrato de células CHO-K1 néo transfectadas
como controle e o soro hiperimune produzido, de modo a confirmar que ndo ocorre
reacdo cruzada do soro hiperimune anti-OmpL37 com proteinas das células em

cultivo.

Neste trabalho, nds construimos vetores recombinantes funcionais capazes
de expressar a proteina OmpL37 em sistema procarioto e eucarioto, apresentando
potencial para serem empregados no desenvolvimento de vacinas recombinantes
visando o controle da leptospirose. Pretendemos, ainda, avaliar o potencial
imunoprotetor de OmpL37 como vacina de subunidade e como vacina de DNA em
modelo de hamster, através de teste desafio, utilizando a estratégia de prime-boost,
ja estabelecida por nosso grupo de pesquisa, bem como, avaliar a resposta imune

induzida diante destas imunizacoes.

7. Conclusdes

- A metodologia utilizada para clonagem de ompL37 nos vetores pAE e
PTARGET é eficiente, gerando constru¢cdes funcionais capazes de expressar a

proteina em células procarigticas e eucaridticas, respectivamente.
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- A proteina rOmpL37 é reconhecida por soro humano convalescente,
sugerindo que esta proteina manteve epitopos antigénicos presentes em sua forma
nativa. Esse resultado indica que o processo de expressdo e purificacdo
provavelmente ndo alterou substancialmente sua conformacdo e confirma a

expressao de OmpL37 durante a infeccado do hospedeiro.

- A proteina rOmpL37 é capaz de induzir a producdo de anticorpos nos

animais imunizados e o soro hiperimune produzido é capaz de reconhecer rOmpL37.

- O vetor pTargeT/ompL37 pode ser utilizado como vacina de DNA ja que a

expressao de OmpL37 ocorre em células animais.

- O gene ompL37 esta presente entre diferentes sorovares de leptospiras
patogénicas, tornando promissora sua utilizacdo para o desenvolvimento de vacinas

contra leptospirose que gerem protecao cruzada contra esses diferentes sorovares.

- Estudos subsequentes serdo executados com o objetivo de avaliar o
potencial imunoprotetor de OmpL37 como vacina de DNA e de subunidade contra
leptospirose, através de teste desafio homdlogo e heter6logo em modelo animal

suscetivel.
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